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@ Nouveaux conjuguca de la vinblastine et de see derives, precede pour leur preparation et compositions pharmaceutlques 
contenant ces conjugues. M 



7) On decnt des nouveaux conjugues de vinblastine ou de 
enves de celle-ci repondant a la formuie generate 
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EMI PA = 00 FR = 1 HE = 95 Wt - 100 Tl «= CHE 

dans laquelle A represente un "bras" du type 

-COCH-(CH2) n CO-, . n variant de 1 a 5 et R representant un 
groupe acyte tel que acetyie trrfluoroacetyle ou carbobenzylo- 
xy, Ri represente un radical proteique eventuellement modifie. 
R2 represente un groupe methoxy un groupe amino ou un 
radical ester d'acide alpha-amine lie par une liaison de type 
amtde et dont te groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de 
carbone R 3 represente un atome d'hydrogene ou un groupe 
hydroxyle chaque fois dans les deux configurations possfbles 
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40 NOUVEAUX CONJUGES DE LA VINBLASTINE ET DE SES DERIVES. PROCEDE POUR LEUR PREPARATION 
ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIGUES CONTENANT CES CONJUGUES. 

La presente invention se rapporte a de nouveaux conjugues de la vinblastine et de certains de ses derives 
connus avec des proteines ou des fragments de proteines servant d'agent anti-tumoral. L'mvention s'etend 
45 egalement a un procede pour les preparer et a des compositions pharmaceutiques contenant ces conjugues. 

La vinblastine et certains de ses derives, en particular ia vincristine ou la vmdesine, ont deja ete couples a 
des proteines par exemple falbumine ou diverses immunoglobuhnes. II en resuite des produits de couplage ou 
des composes dits "conjugues" Nous relevons notamment Ses references suivantes de la litterature ■ 

- J.D. Teale, Jacqueline M.CIough et V.Marks,. Br.J Clin. Pharmac. 4, 169-172 ,1977 

50 - C. H.J.Ford. C.E.Newman, J.R.Johnson C S Woodhouse, T.A.Reeder, G.F.Rowland. R.G.Simmonds 
Br.J. Cancer 47, 35-42, 1983 

- M J Embleton. G.F.Rowland, R.G.Simmonds, E Jacobs, C H.Marsden. R.W.Baldwin Br J Cancer 47 43-49 
1983 

-J.R.Johnson, C.H.J. Ford, C.E.Newman, CS.Woodhou.se, G.F.Rowland. R.G.Simmonds Br J Cancer 44 
55 472-475, 1981 

- EN Lilly Eur.Pat.Applic. . Publ. n°56.322, 21.07.82 

- R.A. Conrad, G.J.Cuihnan, K.Gerzon, G.A.Poore J.Med.Chem. 22, 391, 1979 

On peut egalement citer la demande de brevet europeen n 84 870 057. 1 dans laquelle on decrit le couplage 
de derives bis-indoliques a une proteine, un fragment de proteine ou une amine par l intermediaire d'un bras 
60 du type - COCH2 -CO(CH2) n -CO, n variant de 1 a 5, qui peut etre substitue par un groupe alkyle ou amino. 

Le couplage de ces derives bis-indoiiques a ete entrepris non seulement dans ie but de mettre au point de 
nouveaux reactifs immunologiques mais surtout en vue de la preparation de substances anti-tumorales plus 
actives ,plus selectives et moins toxiques. 

Dans cette derniere optique de nombreux conjugues proteiques avec d'autres agents antitumoraux sont 
actuellement etudies. II en est en particulier ainsi avec des conjugues d'anticorps et d'un fragment de la ncine 
ou de conjugues d'albumine et de methotrexate (Demande de brevet francats 2.437.213, C M Industries; 
B.C.F.Chu, S.B.Howell J. of Pharmacology and Exp. Therapeutics, 219 (2), 389-393, 1981). 

Les anti-corps rnonoctonaux, en particulier ceux d'origine humaine, couples aux medicaments 
anti-tumoraux connus sont plus particulierement I'objet d etudes diverses. 

On relevera enfin que I'utilisation et revaluation de complexes 1:1 d'alcaloides bis-indoliques avec la 
tubuline a et6 decrite dans le brevet beige 854 053. Dans certains cas il peut en resulter une toxicite moindre et 
une activite chimiotherapique plus importante que cedes des alcaloides libres correspondants. 

La presente invention concerne des produits nouveaux qui sont des conjugues de la vinblastine ou de 
derives de la vinblastine avec des proteines ou des fragments de proteines, caracterises en ce que le 
couplage est effectue par rintermediaire d'un groupe ester derive du groupe hydroxyle du carbone 4 du 
squelette de la vinblastine. 

Ces conjugues suivant ('invention sont caracterises en ce que la proteine, le fragment de proteine est 
couple au compose de type vinblastine par rmtermediare d'un bras, par condensation prealable du derive de la 
vinblastine avec un derive orgamque btfonctionnel. eventuellement active, selon une forme d'execution 
preferee. 

Le derive de la O-4-desacetylvinblastine peut etre par exemple la vmdesine, la O-4-desacetylvinblastine 
couplee en C-3 avec un acide amine, la 0-4-desacety!desoxy-4'-vinblastine ou la 0-4-desacetyldesoxy-4'-vin- 
blastine couplee en C-3 avec un acide amine. 

Les composes de ('invention repondent plus particulierement a la formule generate suivante 



BN80OCID: <£P_0222722A2JL> 



2 




w 



15 



20 



25 



dans laquelle A represente un "bras'du type 

m-R 30 
-COCH-(CH 2 )n co -* 

n variant de 1 a 5 et R representant un groupe acyle tel que ac6tyle, trifluoroacetyle ou carbobenzyloxy, Ri 
represente un radical proteique eventueiiement modifie, R2 represents un groupe methoxy, un groupe amino 
ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une liaison de type amide et dont le groupe ester comporte de 1 
a 6 atomes de carbone, R3 represente un atome d'hydrog^ne ou un groupe hydroxyle, chaque fois dans les 35 
deux configurations possibles ainsi que leurs sels d'addition avec un acide mineral ou organique. 

L'activite therapeutique des composes de ( invention est supeneure a celle des composes decrits jusqu'a 
present et sa toxicite est sensiblement infeneure. 

Les derives de la presente invention sont obtenus, dans une premiere etape, par condensation d un 
anhydride, par exemple ianhydride asparttque ou giutamique ou homologue supeneur, eventueiiement 40 
substitues sur ie groupement amine, sur ( hydroxyle en C-4 de la 0-4-d6sac6tylbinblastine ou de la 
O-4-desacetyldesoxyvinblastine ou Tun des derives du type O-4-desacetylvinblastine-carboxamide -3 ou 
0-4-desacetyldesoxyvinblastine-carboxamide-3. 

Les derives hemiaspartate ou hemiglutamate ou homologues supeneurs ainsi obtenus sont alors 
condenses avec la proteine, le fragment de proteine dans un solvant dans lequel ces composes sont solubles. 45 
On peut a cette fm utiliser un melange eau-dtoxanne a un pH adequat maintenu par un tampon, par exemple un 
tampon phosphate La condensation est confirmee par chromatographic ou etectrophorese Dans ce dernier 
cas on peut utiliser de la vinblastine radio-active (par exemple tntiee) afin de faciliter la caractensation. Du 
point de vue chimique la condensation avec les protemes peut s expltquer par I'obtention de liens covalents 
resultant de la reaction des groupes amines de la lysine proteique avec le groupe ester active derive de 50 
I'hemiaspartate ou hemiglutamate, eventueiiement substitue 

L albumme de serum bovin par exemple comprend 56 residus amines de lysine Le nombre de molecule de 
vinblastine par proteine vanera en fonction des conditions operatoires mais sera generalement compris 
entre 1 et 34 

L activation peut etre effectu£e de maniere classique par traitement avec un chloroformiate d'alkyle. de 55 
preference le chloroformiate d ethyle ou d'isobutyle, en presence d'une base ammee telle la N-methyl 
pipendme ou la N-methyl morphotine 

La condensation peut etre effectuee in situ sur le melange reactionnel contenant I'anhydnde active Dans la 
piupart des cas I anhydride active peut cependant aussi etre tsole 

Le conjuque obtenu est isole au moyen de methodes dasstques uttftsees en chtmie ou dans le ras de 



Les protemes peuvent etre avantageusement uM-sees '. :rt en particuher i albumtne de scrr oovm ou 
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humain la fetu.ne ou des immunoglobulin^, ces dernieres etant eventuellement obtenues par la technique 
mon^mT m0 , nodonau * ( Dans cc der ™ r «s. .utilisation danti-corps monoclonaux d'orlgine humaine et 
montrant une certame specif.c.te v,s a vis de tumeurs humaines s'avere particulierement interessante 

Les prote.nes ut.l.sees pouvent egalement etre traitees afin d'etre selectivement modifiees Ces 
modifica ions permettent d'obtemr des conjugues prote.ques qu, seront. lors de leur utilisation therapeutique 
preferentiellemen concentrees au niveau de certains t.ssus. par Gxemple au niveau du foie II est ainsi 
possible, prealablement a la condensation du derive de la Vinblastine a la proteine, de galactosyl cette 
dermere. La galactosylation est effectuee en appliquant par exemple le mode operator decnt par G Wilson 
dans The Journal of Biochemistry . 253 (7) 2070-2072, 1978. 

Les essais in-yitro effectues avec leTcomposes de invention pour demontrer leur activite anti-tumorale 
.ndiquent que la formation du con|ugue par un Hen en C-4 peut etre plus avantageuse que lorsque ce Hen est 

En vanante, on peut egalement condenser un compose du type -A-R,. AetR, ayant les significations 
susmentionnees. dans un solvant adequat sur Ihydroxyle en C-4 de la O-4-desacetylvinblastine ou de la 
O-4-desacety desoxyvinblastine ou de Tun des derives du type 0-4-desacetylvinblastine-carboxam,de-3 ou 
0-4-desacetyldesoxyv.nblastine-carboxamide-3. L'activation s'effectue avantageusement par tra.tement avec 
un chloroformiate d alkyle tel que le chloroformate d ethyle ou d'isobutyle. en presence d'une base aminee 
telle que la N-methylp,peridine ou la N-methyl-morpholine ou la thethylamine. Les exemples suivants decnvent 
quelques conjugues selon la presente Invention dans lesquels les derives bisindoliques sont couples en 
position C-4 a une proteine. ou un fragment de proteine. moyennant un bras du type hemiaspartate substitue 
ou hemiglutamate substitue. 

La presente invention s'etend egalement aux applications industries et notamment pharmaceutiques des 
composes bisindoliques nouveaux. 

Les composes de I'invention presentent en effet des proprietes antitumorales particulierement 
interessantes et susceptibles d'etre utilisees en therapeutique humaine 

Ces derives de la vinblastine peuvent etre en particulier, utilises pour le traitement des leucemies de 
gliomes, de lymphosarcomes ou d'autres tumeurs malignes. y compris les tumeurs dites "solides" ' 

En therapeutique humaine , ils sont ains, utilises pour le traitement de la maladie de Hodgkin et pour 
d autres tumeurs pouvant beneficier d un traitement avec la vinblastine, la vincristine ou la vindesine 

Pour leur application therapeutique, les composes de I'invention, eventuellement sous forme lyophilisee 
sont de preference administres par voie parenteral, dissous dans un solvant pharmaceutiquement 

3CC6pi3DtS. 

L eau physiologique ou d'autres solutions salines tamponnees, par exemple avec un phosphate sont des 
solvants appropries. 

La substance active est generalement administree a une posologie pouvant varier de 50 mg a plus.eurs 
grammes Les composes de I invention peuvent en outre etre utilises en combinaison avec d'autres aqents 

anti-tumoraux. y 



Exemple 1. 



a) Isomeres a et fl de la VBL-4-0-desacetyl-4-0-L-N-acetylhemiaspartate 

A une solut,on de 700 mg (0,91 mmol) de 0-4 deacetylv.nbiastine dans 20 ml de d.chloromethane anhydre 
on ajoute 250 mg d'anhydride N-acetyl-L-aspartique. 

La solution est agitee 20 heures a temperature ambiante. Apres distillation du solvant sous vide le residu 

an^JnL 9 Par chromato 9 ra P hi e sur colonne de s.lice (elution ether/methanol/NH40H 250/o 

bl)/ 4y,/o/U,25). 

Apres trituration dans un melange de dichloromethane et d'ether de petrole, on obtient 650 mg du produit 
du titre sous forme d'une poudre blanche (rdt : 770/0). 

L'analyse du produit par HPLC indique la presence des deux isomeres a et p dans un rapport 85/15 
50 Spectre IR : (KBr) : 3420, 2960. 2880. 1737. 1660, 1613, 1501, 1460. 1430 cm-' 

Spectre de masse : DCI (isobutane) : 925 (M * ). 939 (M* + 14), 857, 769. 693. 635 

b) Isomeres a et p de Tester methylique de la VBL-4-O-L-N-acetyl-hemiaspartate 
Une solution de 500 mg (0.540 mmoles) des isomeres a et p de la VBL-4-N-acetyl-L-hem,aspartate dans 10 

ml de methanol absolu sature avec de I HCI sec est agitee 20 heures a temperature ambiante 

Apres distillation du solvant sous vide, le residu est repris par un melange de 50 ml d'eau d.stillee et de 15 ml 
de dichloromethane. Le melange est alcalinise par addition de NH 4 OH. La phase aqueuse est extra.te avec 3 
portions de 20 ml de dichloromethane Les extraits organiques sont combines, laves successivement par 40 
ml d eau et par 40 ml d une solution aqueuse saturee en NaCI, seches sur du sulfate de magnesium et 

ru P n 0 [f 5 0C S o S n PreSSI0n ^ dUite Le r6s ' du 6St punfl6 par chromatographie sur s.lice (elution par CH 2 CI 2 
LH3OH 95:5) On obtient de cette facon 410 mg des isomeres a et p du produit du litre 
Rdt 81°/o 



Des fractions de chromatographie contenant chacune des rsomeres separement ont ete analysees. 
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- Isomere principal 

' Spectre de masse (DCI. isobutane) 939 940 (M + +■ 1), 953 (M + 4- 14) 

' Spectre IR (KBr) 2950. 2880. 1740, 1675, 1615, 1503 cm - 1 

' Spectre RMN (CDCh. 360 MHz)6 : 9,65 (OH) 8 02 (NH), 7 52 (H-9'), 7,16-7,05 (H-10\ H-11 H-12), 6,61 
(H-9), 6,52 (NH). 6.07 (H-12), 5,75 (H-14), 5,52 (H-17). 5.17 (H-15). 4,75 (-CH-NH). 3,95 (H-17A). 3.80 (-OMe) 5 
3,77 ( OMe). 3,70 (-OMe). 3.60 ( -OMe), 2,80 (H-21A'. H-21B >, 2.67 (NMe). 2,62 (H-21). 2.00 (MeCO), 0.92-0,75 
(2 Me) 

* Rf 0,51 (CH 2 Cl 2 CH3OH 90:10 silice) 

- Isomere mineur jq 

* Spectre MS (DCI - isobutane) 939 (M + ), 940 (M+ + 1) 
' Spectre IR (KBr) : 1740, 1675, 1615, cm- 1 . 

* Spectre RMN (CDCI3. 360 MHz)6 : 9.25 (OH), 8.02 (NH). 7 50 (H-9'), 7 16-7 05 (H-10 , H-1V, H-12"), 6 57 
(H-9), 6.52 (NH). 6 08 (H-12). 5.82 (H-14). 5.47 (H-17), 5.28 (H-15), 4.75 (CH-NHAc), 3.93 (H-17A*). 3 /7 (2 x 
OMe), 3 70 (OMe). 3 60 (OMe). 2.70 (N-Me). 2.02 (MeCO ). 0.95-0.77 (2 Me). 15 
" Rf 0,39 (CH2CI2 CH3OH 90:10 silica) 

Exemple 2 

Isomeres a et p de la VBL-4-0-desacetyl-4-0-L-N-carboxybenzytoxyhemiglutamate. 20 

Une solution dans le dichloromethane (5 ml) de 0-4 deacetytvinblastine (300 mg ( 0,39 mmole), d'anhydride 
N-carbobenzyloxy-L-glutamique (144 mg, 0,519 mmole) est agitee 20 heures a temperature ambiante. 
Le solvant est evapore sous vide. 

Le residu obtenu est punfie par chromatographic sur colonne de silice (elution ether/methanol/NH40H 25% 

50/49.5/05). & 

/~\rs ^ *~ -~ OOn M. . 1...* -J.. *:♦ * -i- — 11 ~t > : a - 

wii wuuui.i ^^.nc lav*-" 1 *-<*rv 1 "y ^vj piuuun uuo ouua inline u uii moidiiyt? U )S>UIIICfCi> u ei ] 

Lanalyse du produit par HPLC indique la presence des isomeres a et y dans un rapport 60:40 

* Spectre IR (KBr) ; 3450, 2960, 2880, 1730, 1612, 1593, 1501, 1459, 1432, 1228 cm- 1 . 

* Spectre de masse (DCI - isobutane) : 1032 (M+ +1), 984, 928, 723 cm- 1 

30 

Exemple 3 Couplage de la VBL-4-0-desacetyl-4-0-L-N-acetyt hemiaspartate a I'albumine humaine 
galactosylee 

a) 80,6 mg de VBL-4-0-desacetyf-4-0-L-N-acetylhemtaspartate sont dissous dans 2 ml de dioxanne. La 
solution est ensuite plongee dans un bain de glace. On y ajoute 24,4 \x\ de triethylamine dans 0,5 ml de 
dioxanne et 22,6 uJ de chloroformiate d'isobutyte dans 0,5 ml de dioxanne. On agite pendant une heure. 35 
D'autre part, on prepare une solution de 200 mg d'albumine humaine galactosylee dans 37 ml d'eau. Le pH est 
ajuste a 8,5 avec de la soude 1N. 

La solution est refroidie a 4°C. Apres 1 heure, Tester active est ajoute a la solution d'albumine humaine 
galactosylee La solution est agitee pendant 14 heures a 4 J C tandts que le pH est maintenu a 8,5 par addition 
de soude 1N La solution est purifiee par filtration sur gel Sephadex G25 equilibre par une solution de NaCI 40 
9/1000, pH 7,5. Les fractions contenant le conjugue sont rassemblees, concentrees par ultrafiltration et 
sterilisees Le contenu en proteines est mesure par la methode de Lowry et le contenu en alcaioides estime 
par mesure de la radioactivite. 

Le conjugue obtenu contient 13 moles de vinblastine par mole d'albumine humaine galactosylee. La 
determination de la composition du conjugue en monomeres dimeres et polymeres, faite par HPLC, indique 45 
un pourcentage de 82 en monomeres et 18 en dimeres 

b) 80,6 mg de VBL-4-0-desacetyl-4-0-L-N-acetylhemtaspartate sont dissous dans 2 ml de dioxanne La 
solution est ensuite plongee dans un bam de glace On y ajoute 24,4 u.1 de triethylamine dans 0,5 ml de 
dioxanne et 22,6 [i\ de chloroformiate d'isobutyte dans 0,5 mi de dioxanne. D'autre part, on prepare une 
solution de 200 mg d'albumine humaine galactosylee dans 37 ml de tampon phosphate 0,1 M. pH 8,2. Le pH est 50 
ajuste a 8,5 avec de la soude 1N. 

La solution est refroidie a 4°C. Apres 1 heure. t ester active est ajoute a la solution d'albumine humaine 
galactosylee La solution est agitee pendant 14 heures a 4°C tandis que le pH est matntenu a 8.5 par addition 
de soude 1N La solution est purifiee par filtration sur gel Sephadex G25 equiiibre par une solution de NaCI 
9/1000, pH 7,5 Les fractions contenant le conjugue sont rassemblees, concentrees par ultrafiltration et 55 
sterilisees. Le contenu en proteines est mesure par la methode de Lowry et le contenu en alcaioides estime 
par mesure de la radioactivite 

Le conjugue obtenu contient 13 moles de vinblastine par mole d'albumine humatne galactosylee La 
determination de la composition du conjugue en monomeres. dimeres et polymeres, faite par HPLC. indique 
un pourcentage de 91.5 en monomeres, 7 en dimeres et 1 5 en polymeres eo 



ieqraoees s r < jfn. ; addition a un volume \ ^;m!- ':■■> n>omacetique i rCA 4/ >•:• r , Apres mcunation 

a«s ccTidi linh i\ i v > a 4 y\ pef jant une heure ceux-ci sent ce^f tuges et la radioactivite du surnageant est 
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estimee par comptage dune partie aliquote en scintillation hquide. 

La radioactiv.te soluble est une mesure de la digestion du conjugue. ^experience demontre que 750/ 0 du 
conjugue sont digeres apres 24 heures. On n observe plus d evolution jusqu'a 48 heures 

L'activite chimiotherapeutique du conjugue obtenu selon I'exemple a ete evaluee sur la leucemie P388 
administree par vo.e ..p. chez la sour.s BDF , femelle : 1 0* cellules tumorales sont mocuiees par voie i p au jour 
0. Le conjugue est administre par voir i.p au jour 1 Les resultats demontrent que le conjugue presente une 
activite tres Significative sur ce modele experimental puisqu'.l mduit une augmentation du temps de survie 
superieure a 6500/ 0 lorsqu 'ii est administre a la dose de 60 mg/kg et le nombre de surv.vants au jour 60 est de 
5/5. 



Exemple 4 



Isomeres a et y de N-(4-0<Jeacetyl-4-0-L-N acetylhemiaspartatevinblast)noyl-23)-L-tryptophanate d'ethyle 
En suivant la procedure de r exemple 1 on a transforme ie N-(deacetyf-0-4-v(nblastinoyi-23)-L-tryptopha- 
nate d ethyle en N-(4-0-d6acetyl-4-0-N-acetyi-hemiaspartate-vinblastinoyl-23)-tryptophanate d'ethyle (me- 
15 lange des isomeres a et y ). 

Le residu obtenu est purifie par chromatographie sur silice (elution = ether/methano!/NH 4 OH a 
250/0 = 50/49,75/0,25). On a obtenu 200 mg de produit a partir de 314 mg du produit de depart 
Spectre de masse : fDCI. AcAtnnp* ii9r im + h ihap qqa qth qci n ^ 



Spectre de masse : (DCI, Acetone) : 1126 (M + 1 ), 1066, 984, 970, 951, 911 
Spectre infrarouge: (KBr) : 3400, 2960, 2940, 1740, 1665, 1618 cm- 



Exemple 5 

Isomeres a et 0 de N-(4-0-deacetyl-4-0-L-N-acetyl-hemiaspartatevinblastinoyl-23)-L-isoleucinate d'ethyle 
Conformement a la procedure de I'exemple 4, on a transforme du N-(deacetyl-0-4-vinblastinoyl-23)-L-iso- 

leucmate d'ethyle en N-(4-0-deacetyl-4-0-L-N-acetyl-hemtaspartate-vinbIastinoyl-23)-L-isoleucinate d'ethyle 
25 Spectre de masse: (DCI-acetone): 1051 (M->,1036, 1009, 977, 897, 838 755 709 652 

Spectre infrarouge (KBr): 3410, 2963, 2929, 2880, 1734, 1676, 1612, 1500, 1460, 1430, 1372, 1333, 1293 cm- \ 

Exemple 6 

Isomeres a et y de 4-0-deacetyl-4-0-L-N-acetylhemiglutamate vinblastine. 

Conformement a la procedure de I'exemple 2, on a traite !e O-4-deacetylvinblastine avec de I'anhydride 
N-acetyl-L-glutamique en vue de produire 271 mg de 0-4-deacety!-4-0-L-N-acetyl-hemiglutamate vinblastine 
melange des isomeres a et v ) a nartir Hp ?Ptn mn Ho n^.^^AtwiumKi^f;.. 



j - ^ 1 1 1 u i_» ui »^ hi uuun c/ii i my uy v-/-^-ueac;eiyi-"4-u-L.-[N-aceiy 

(melange des isomeres a et y ) a partir de 380 mg de O-4-deacetylvinblastine 

Spectre de masse (DCI-acetone) : 940(M+ 1 ), 871, 707 
Spectre infrarouge (KBr): 3470, 2960, 2880, 1740, 1665, 1617 cm- 1 



Revendications 

40 1 • Conjugue de vinblastine ou d'un derive de celfe-ci repondant a la formule generate 
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dans laquelte A represents un "bras" du type 
$JH-R 

-COCH-(CH2 ) n CO- # • n variant de 1 a 5 et R representant un groupe acyle tel que acetyle, 30 
triffuoroacetyte ou carbobenzyloxy, Ri represente un radical proteique eventuellement modifie, R2 
represente un groupe methoxy, un groupe amino ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une 
liaison de type amide et dont le groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone, R3 represente un 
atome dhydrogene ou un groupe hydroxyle, chaque tots dans les deux configurations possibles. 

2. Conjugue selon la revendication 1 caracterise en ce que le radical proteique est derive de I'albumine 35 
de serum bovin ou humain, la fetuine ou des immunoglobulines eventuellement obtenues par la technique 

des anticorps monoclonaux, de preference d'anticorps monoclonaux humains. 

3. Conjugue selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que Tester d'acide amine est le 
tryptophanate dethyle ou I'isoleucinate d ethyle. 

4 Conjugue selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que R2 represente un groupe methoxy ou 40 
amino 

5 Procede de preparation de conjugues selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 caracterise 
en ce qu'on condense un anhydride d'acide du type 

- HOOC-CH- ( CH2 ) n COOH^ sur I'hydroxyle en position C-4 du derive de la vinblastine, et en ce qu'on 45 
condense ensuite le derive obtenu avec le radical proteique 

6 Procede selon la revendication 5 caracterise en ce que le sorvant de la premiere condensation 
consiste essentieilement en du dichloromethane et en ce que le solvant utilise dans la deuxieme etape de 
condensation est un melange d'eau et de dioxanne 

7 Procede de preparation de conjugues selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 caracterise 50 

en ce qu'on condense un compose du type 

NH-R 
1 

-CO-CH- { CH2 ) n -CORi , R1 etant un radical proteique, sur I hydroxyle en position C-4 du derive de ta 
vinblastine. 

8 Procede selon la revendication 7 caracterise en ce qu on effectue une activation du compose de 55 
depart, par traitement avec un chloroformiate d alkyle tel que le chloroformiate dethyle ou d'isobutyle, en 
presence d une base aminee telle que la N-methyl-pipendine ou la N-m6thyl-morpholine ou la 
triethylamme 

9 Procede selon Tune quelconque des revendications 5 a 8 caracterise en ce qu on effectue encore 

une centrifugation, un rincage, une lyophilisation et/ou une purification par filtration sur gel, ainsi 60 
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11. Composition pharmaceutics caractensee en ce quelle comporte les conjugues seion Cune des 
revendications 1 a 4. en combinaison avec un diluant. sotvant, excipient ou support pharmaceutiquement 
acceptable, ie compose actif se trouvant sous forme lyophilisee ou en solution dans un soivant tamponne 
pour le traitement des leucemies, de lymphosarcomes ou autres tumeurs malignes, y compns les 
tumeurs dites "solides" et pour le traitement de la maiadie d'Hodgkin. 

Revendications pour I'Etat contractant suivant AT 

1. Procede pour la preparation de conjugues de vinblastine ou dun derive de cefle-ci repondant a la 
formuie generale 




GH 3 OOC 



CH3O 



dans laquelle A represente un "bras" du type 
NH-R 

" eoCH "( CH 2)fiCO , - t: , , n variant de 1 a 5 et R representant un groupe acyle tel que acetyle, 
thfluoroaceryte ou carbobenzyloxy, R1 represente un radical proteique eventuellement modifie, R 2 
represente un groupe methoxy, un groupe ammo ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une 
liaison de type amide et dont le groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone, R 3 represente un 
atome d'hydrogene ou un groupe hydroxyle, chaque fois dans les deux configurations possibles 
caracterise en ce qu'on condense un anhydride d'acide du type 
NH-R 

HOOC-CH- ( CH 2 ) n COOH 

sur I'hydroxyle en C-4 du derive de vinblastine et en ce qu'on condense ensuite le derive ainsi obtenu 
avec ledit radical proteique: ou bien en ce qu'on condense un compose du tvDe 
NH-R y 

-CO-CH-(CH^) n -CORi # Rt etant un radical proteique, sur I'hydroxyle en position C-4 du derive de la 
vinblastine. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le radical proteique est derive de I'albumine 
de serum bovin ou humain, de la fetuine ou des immunoglobulines eventuellement obtenues par la 
technique des anticorps monoclonaux, de preference les anticorps monoclonaux humains. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que, lors de la condensation d'un anhydride 

d'acide du type 

NH-R 
1 

HOOC-CH-(CH 2 )n coo H sur I'hydroxyle en C-4 du derive de la vinblastine, on utilise un soivant qui 
consiste essentieilement en du dichloromethane et en ce que, lors de la condensation du produit ainsi 
obtenu avec le radical proteique, on utilise un soivant qui consiste essentieilement en un melange d'eau 
et de dioxane. 

4. Procede selon la revdnciation 1 ou 2 caracterise en ce que, lors de la condensation du produit du 
type -A-R1 avec le derive de vinblastine en position C-4, on active ce!ui-ci par trattement avec un 
chloroformiate d'alkyle tel que le chloroformiate d ethyle ou d'tsobutyle, en presence dune base aminee 
telle que la N-methyl-pipendine ou la N-methyl-morpholine ou la triethyiamine. 
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<>v> Nouveaux conjugues de la vinblastine et de ses derives, procede pour leur preparation et 
compositions pharmaceutiques contenant ces conjugues. 



{^) On decrit des nouveaux conjugues de vinblastine ou de derives de ceile-ci repondant a la formule generaie 
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CM 
CM 
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dans laquelle A represente un "bras" du type 
NH - R 

-CO CH - (CH 2 ) n CO-, n variant de 1 a 5 et R representant un groupe acyle tel que acetyle, 
trifluoroacetyle ou carbobenzyloxy, Ri represente un radical proteique eventuellement modifie, R 2 represen- 
te un groupe methoxy, un groupe amino ou un radical ester d'acide alpha-amine lie par une liaison de type 
amide e t dont le groupe ester comporte de 1 a 6 atomes de carbone, R 3 represente un atome d'hydrogene 
ou un groupe hydroxyle, chaque fois dans tes deux configurations possibles. 
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